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La cytométrie en flux (CMF) est une technique de choix pour quantifier les
cellules hématopoiétiques et étudier leur caractéristiques biologiques telle que le
niveau de maturation, d’activation ou leurs fonctions, grace a I’étude d’antigénes

cytoplasmiques, d’antigenes de membrane ou du contenu en ARN et en ADN.

Toutes ces nouveautés ont amélioré la capacité a identifier les différentes
lignées et les sous-populations cellulaires ainsi qu’a reconnaitre les aberrations
phénotypiques méme celles présentes sur une toute petite partie de la population

cellulaire analysée.

L’immunophénotypage par CMF est devenu indispensable pour le diagnostic, le

classement et le suivi des hémopathies malignes.

La CMF remplace progressivement, dans les laboratoires d’immuno-
hématologie le microscope a fluorescence pour effectuer rapidement des analyses sur

un grand nombre de cellules en suspension.

La cytométrie multiparamétrique en flux et les techniques moléculaires (comme
la RT-qPCR, Real Time quantitative Polymerase Chain Reaction), sont les méthodes

utilisées pour détecter la maladie résiduelle (MDR) dans les leucémies.

La recherche de la MRD demeure actuellement un élément pronostique
primordiale dans le suivi des leucémies aigués. La littérature a démontré une valeur
pronostique d’un seuil de 10-3 (une cellule maligne sur mille leucocytes) et qui peut
aussi atteindre une sensibilité de I'ordre de 10-4 ou 10-5, mais cela dépend de la

richesse cellulaire de I’échantillon étudié.

Grace aux particularités immunophénotypiques, la CMF permet de détecter les
cellules anormales et les différencier des cellules normales.

L’objectif de notre travail est de montrer I'intérét de la CMF dans la détection de
la maladie résiduelle dans I’évolution et le suivi des leucémies aigués. Elle joue un
role important dans le diagnostic des LAL ou elle permet I'identification de la lignée

en cause Bou T.
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La CMF est la seule technique qui permet de définir des entités rares : LAMO,
LAM6, LAM7,et aussi leucémies aigués biphénotypiques qui sont difficiles a détecter,

ainsi que la mise en évidence des expressions aberrantes de certains marqueurs.

La quantification de la maladie résiduelle par CMF apporte en pratique clinique
des données prédictives sur I’évolution et le pronostic des patients (rechute ou

longue survie).
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Les caractéristiques de la CMF qui la distingue des autres techniques sont

essentiellement:

o L’analyse quantitative : C’est un avantage majeur par rapport a la

microscopie optique courante, de pouvoir quantifier les parametres observés

[1].

o La sensibilité de détection des signaux de fluorescence.

o La vitesse de travail : avec une vitesse moyenne d’analyse de 1000 cellules
par seconde, sachant que les appareils modernes peuvent atteindre une

analyse de 10000 éveénements par seconde sur plusieurs parametres.

o L’analyse simultanée de plusieurs parametres : La cytométrie de flux offre la
possibilité d’analyser simultanément plusieurs parametres, tout en mesurant
jusqu’a trois parametres simultanés sur une population lymphocytaire sur le

sang ou sur la moelle [2].

o Tri cellulaire : Les cytometres de haut de gamme permettent de trier et de

purifier des populations cellulaires apres leur analyse.
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Tableau | : Fréguence des phénotypes aberrants détectés par cytométrie en flux dans

les cancers hématologiques [3].

(%) des cas
Hémopathies malignes aberrants

Précurseur-B leucémie aigue lymphoblastique >95%
Lymphocytes T leucemie aigue lymphoblastique =>99%
Leucémie myéloblastique aigue >T75%
Leucémie aigiie biphénotypique 100%
Syndromes lymphoprolifératifs chroniques a cellules B >095%
Syndromes lymphoprolifératifs chroniques a cellules T NA

Syndromes lymphoprolifératifs >40%
Gammapathies monoclonales =90%
Troubles myélodysplasiques / my¢loprolifératifs NA

1. Principe d’analyse des blastes en cytométrie en flux:

Le Groupe de Travail sur les Leucémies et Lymphomes en Francophonie et le
Groupe d'Etude Immunologique des Leucémies a défini le principe d’analyse des
blastes en CMF.

L’échantillon est recueilli soit sur moelle osseuse ou sang (prélevés sur tube
EDTA).

On travaille soit sur des cellules nucléées isolées, soit sur sang ou moelle

totale.

Docteur Benheddi Maryam 13
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Les suspensions de cellules sont mises par la suite en contact avec des
solutions d’anticorps (Ac) couplés a divers fluorochromes.

L'utilisation combinée d’Ac couplés a différents fluorochromes (4 couleurs)
permet de séparer les différentes populations cellulaires en cinq clusters apres
analyse par les faisceaux lasers du cytometre de flux.

Une couleur spécifique est attribuée a chaque cluster.

Le scattergram FSC/SSC permet d'éliminer les débris cellulaires.

Le scattergram CD45/SSC constitue le masque de référence définissant les
régions d'analyse.

L'aire "Bermudes" contient les cellules hématopoiétiques immatures et la
population blastique de la majorité des LA [4].

Une fois la population d'intérét identifiée, on détermine le profil d'expression
de divers antigenes a la surface ou dans le cytoplasme des blastes : on superpose au

scattergram CD45/SSC les cellules exprimant un ou une combinaison d'antigene

(Figure 1).
O Q
a &
Débrnis cellulaire @ O
FSC CD4S  ca:A
Granulocytes CD16* Monocytes CD14* Lymphocytes SSC'o%/CD45Mgh
Erythroblastes CD45-
SCClov/CD45/9% : cellules "ni granuleux, ni mono, ni lymphocytes”

Figure 1 : Superposition au scattergram CD45/SSC des cellules exprimant un ou une

combinaison d'antigene [4].
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La cytométrie en flux est la technique de choix pour la réalisation de

I'immunophénotypage des leucémies aigués.

L’immunophénotypage permet de repérer les cellules anormales, de déterminer
leur lignée d’origine et leurs caractéristiques phénotypiques, et d'analyser leur degré

d'hétérogénéité.

Cette technique est devenue de routine en hématologie car les cytometres ont
des performances simples et améliorées, grace a la disponibilité d’une variété
d’anticorps couplés a des fluorochromes qui permettent une analyse

multiparamétrique [27].

Le diagnostic des leucémies aigués repose essentiellement sur I’examen
cytologique, cytochimique (hémogramme et myélogramme) ainsi que sur

I'immunophénotypage qui met en évidence la population blastique [28].

1. Apport de I'immunophénotypage par CMF dans le diagnostic

des leucémies aigues :

L’utilisation de I'anticorps CD45 a permis |'amélioration du repérage des
populations cellulaires et surtout blastiques, en facilitant l'interprétation des

histogrammes obtenus.

La réalisation de lI'immunophénotypage est devenu indispensable pour le
diagnostic et le suivi des leucémies aigues lymphoblastiques (LAL) et myéloides

(LAM).

Le CD45 est appelé aussi antigene leucocytaire commun, son expression est

d'intensité variable selon le degré de maturation des cellules: expression faible sur les

Docteur Benheddi Maryam 16
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cellules immatures, blastiques, et forte sur les cellules les plus matures des lignées

lymphoide et granulomonocytaire.

A noter que I'antigene CD45 n'est pas exprimé par les érythroblastes ni par les

plaquettes.

Brievement, la moelle est repartie dans une série de tubes, chaque tube
contenant un anticorps marqué a l'isothiocyanate de fluorescéine (FITC) et un
anticorps couplé a la phycoérythrine (PE), ainsi que l'anticorps CD45 couplé a la

cyanine5 (Cy5).

Les anticorps myéloides et lymphoides sont regroupés deux a deux ce qui

permet de mettre en évidence d'éventuelles coexpressions.

Les marquages intracytoplasmiques sont réalisés de la méme facon précédés

d’une étape de perméabilisation des cellules.

Le phénotypage sur moelle totale permet de contréler I'expression des
anticorps sur les populations normales résiduelles et d'obtenir aussi un controle

interne positif et négatif.

A savoir qu’il est possible d'effectuer un immunophénotypage méme si le

pourcentage de blastes est faible [5].

Il faut tester plus d'un antigene de chaque lignée (lymphoide B ou T,
granulomonocytaire, érythroide, mégacaryocytaire), car ces derniers ne sont pas

réellement spécifiques d’une lignée.

Enfin, les panels proposés par I’EGIL permettent de classer au moins 98 % des

leucémies (Tableau Il). L'assignement des blastes a une lignée repose sur la positivité

Docteur Benheddi Maryam 17
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aussi bien que sur la négativité des résultats obtenus avec les différents antigenes

testés [5].

Tableau Il: Panels des anticorps testés pour le phénotypage des leucémies aigués [5]

Antigénes d'immaturité CD34, HLA-DR
Antigénes associés a la lignée lymphoide T CD2, CD3c/s, CD5, CD7,
CDI1, CD4 et CD8

Antigénes associés a la lignée lymphoide B CD19, CD22c¢/s, CD79a c,
CD10, CD20, pc, Igs
Antigénes associes aux lignées CD117,CD33, CDI13, MPO,
granulomonocytaire CDI15,CDI1 b, CDt 4, CD36

Antigénes associés aux lignées érythroide et | Anti-glyophorine A, CD61,

mégacaryocytaire CD41

CD : classe de différenciation ; Ig : immunoglobulines ; c : cytoplasmique ; s : surface.

2.Immunophénotypage des LAL :

L'immunophénotypage reste le seul examen qui permet d'affirmer le caractere
lymphoide ou myéloide si les blastes ne présentent pas de signes morphologiques de
différenciation myéloide (granulations azurophiles, corps d'Auer, positivité a la MPO),
et donc de diagnostiquer une LAL et d'éliminer certaines LAM trés peu différenciées
(LAM MO) ou LAM plus rares (érythroide, mégacaryocytaire) [5].

La classification de I'EGIL propose une stadification des phénotypes obtenus
dans les LAL B (tableau lll) en fonction de la présence ou l'absence du CD10, de la
chaine p intracytoplasmique, des immunoglobulines (Ig) de surface.

Seules les LAL du groupe B IV ou B matures expriment des Ig de surface.

Ces cellules, qui expriment fortement le CD45, ont les caractéristiques

cytologiques des cellules de Burkitt (type LAL 3 du groupe FAB) [6].

Docteur Benheddi Maryam 18
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Les LAL de nature T représentent environ un quart des cas de LAL chez
I’adulte, un peu moins chez I’enfant. Pour le groupe EGIL, les LAL T sont définies par
I‘expression cytoplasmique et/ou de surface du CD3 [7].

Les phénotypes observés peuvent étre classés en différents groupes
reproduisant les étapes de la différenciation normale.

Les antigénes CD34 et HLA-DR sont fréquemment exprimés surtout dans les
formes les plus immatures décrites comme associées a un mauvais pronostic. De
méme que les relations entre les phénotypes particuliers et les anomalies
cytogénétiques [7].

Dans les LAL la détermination de la lignée B ou T et leur classification en sous
groupe fournies par la CMF, demeurent trés importantes dans la prise en charge
thérapeutique, malgré le fait que certains précurseurs de LAL B ou T montrent des
expressions aberrantes de certains Ag qui ne se retrouvent pas dans la maturation

normale des cellules lymphoides [8].
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Tableau lll : Classification immunophénotypique des LAL T selon le groupe EGIL [9].

LAL Pro-T LAL Pré-T | LAL cortical LALT
(TT) (TII) (TIII) mature (TIV)

CD7 ++ ++ ++ ++

cCD3 ++ ++ ++ ++

CD2 + ++ ++ ++

CD5s - ++ ++ ++

TCR - - + =+

CD1 - - =+ _
CD4/CD8 - +/- +/- +/-

= : 10% des leucémies sont positives pour le marqueur ; +/- : 10-25% des

leucémies sont positives ; + : 25-75% des leucémies sont positives ; ++ : =75%

des leucemies sont positives

N.B : La positivité de cCD3 ou sCD3 suffit pour la classification en lignée T et au
moins deux des marqueurs B (CD19 / CD22 / ¢cCD79) sont négatifs et au moins trois
des marqueurs myéloides (CD13, CD33, CD117, MPO) sont négatifs [9].
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3. Immunophénotypage des LAM :

Concerant les LAM I'immunophénotypage n’est pas aussi indispensable pour le
diagnostic que celui des LAL, parceque les sous types leucémiques définis par le
groupe FAB sont les mémes que les sous-groupes phénotypiques de I’EGIL (Tableau
V).

L’immunophénotypage par CMF permet aussi de distinguer les LAM4/LAMS a
différenciation monocytaire des LAM2/LAM3 a différenciation granulocytaire. Il
permet de mettre en évidence des blastes, montrer la différenciation granuleuse ou
monocytaire et associer directement les données morphologiques et celles
immunologiques.

Certaines LAM ne peuvent étre détectées que par immunophénotypage: des
LAMO, de certaines LAM6 et des LAM?7.

Les LAMO, qui représentent moins de 5% des cas et essentiellement chez
I'adulte, expriment un ou plusieurs antigenes myéloides, mais les antigenes de
maturation comme CD15, CD65, CD14, CD11b sont moins exprimés.

Les antigenes lymphoides restreints CD3, CD79a, CD22, méme
cytoplasmiques, sont absents et éliminent une LA biphénotypique.

Les LAM6 sont des formes rares de LAM purement érythroblastiques
caractérisées par la prolifération de blastes indifférenciées au cytoplasme souvent
basophile. Le phénotypage montre I’expression du CD36, de la glyophorine A, voire
de I'némoglobine A, alors que les autres marqueurs myéloides, le HLA-DR, le CD34 et
les marqueurs lymphoides B et T sont aussi négatifs [9].

Les antigenes mégacaryocytaires ne sont pas exprimés dans les formes

typiques.
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Les LAM7 sont aussi des formes rares (3 a 5 %). Le phénotypage visualise
I’origine mégacaryocytaire des blastes de morphologie indifférenciée en montrant
I'expression des glycoprotéines plaquettaires CD41, CD61, +/- CD42 alors que les
antigenes myéloides CD13et CD33 ont une expression variable selon les cas [9].

L'anti-MPO, les antigenes HLA-DR et CD34 sont absents.

Tableau IV: Classification immunologique des LAM, certains marqueurs sont

caractéristigues des cellules myéloides indifférenciées, myélomonocytaire ou

granuleuses [9].

LAMO/M1/M2 | LAM3 | LAM4/MS5a/M5b | LAM6 | LAM7Y

CD13 +/-/++/++ ++ ++++++ + 4

CD33 +/-f++{++ ++ ++/++/++ + +/-
cMPO -[+/++ ++ ++/++/++ + -
CD14 —I-1- - A+ - -

CD36 -I-I- - +/+/+ ++

CD117 4+ + +/+/+ + +

CD41/42/61 -I-I- - -/-I- - ++
CDI15 +/=f+/-/++ +/- == - -

HLA-DR 4+ - ++/++H++ + ++

- : 10% des leucémies sont positives pour le marqueur ; +/- : 10-25% des
leucémies sont positives ; + : 25-75% des leucémies sont positives ; ++ :>75%

des leucémies sont positives.
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La maladie résiduelle (MRD : minimal residual disease) est définie par la
présence d’un contingent de cellules tumorales qui persiste apres traitement des
leucémies aigués et explique en grande partie les rechutes par la prolifération de ces
clones malins.

Ces derniers restent indétectables par les techniques conventionnelles, il est
important de pouvoir déterminer de facon sensible cette masse tumorale résiduelle,
car I’évolution ultérieure de la maladie est directement dépendante de ce parametre.

Au diagnostic d’une leucémie, le nombre des cellules blastiques est compris
entre 107" et 10'2, apres traitement, un patient est considéré en rémission complete
morphologique lorsqu’il persiste moins de 5% d’éléments blastique dans sa moelle,
méme dans ces conditions, on retrouve encore jusqu’a 10'° des cellules tumorales
non détectées par I’examen morphologique [10].

La recherche de la MRD est devenue un élément de pronostic important dans
les LA, puisqu’elle permet de suivre I’évolution de la masse tumorale et d’apprécier la
sensibilité des cellules leucémiques aux traitements en évaluant la qualité de la
rémission complete. Elle constitue de ce fait un parametre de pronostic puissant et

permet d’orienter la thérapeutique [11,12].

4. Détection de la maladie résiduelle par la CMF :

La détection de la MRD est une étape importante dans le suivi des leucémies
aigués. La CMF permet de repérer des populations en tres faible quantité avec des
sensibilités le plus souvent inférieures a 0.01% [7].

On ne peut atteindre cette sensibilité qu'avec des précautions: fenétrage
optimal des blastes, étude multiparamétrique a la recherche de phénotypes aberrants

associés aux cellules leucémiques et I’analyse d'un nombre suffisant de cellules [13].
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Ces phénotypes aberrants (exemple CD34+ CD56+ ou CD34- CD117+ CD15+
pour des blastes myéloides, CD34+ CD22+ CD20- ou CD34+ CD19+ CD13+ pour
des blastes lymphoides B, CD34+ CD3+ ou TdT+ CD3+ pour des blastes lymphoides
T sont tres fréquents, aussi bien dans les LAM que dans les LAL et permettent une
guantification rapide de la MRD ( figure 2) [14,15].

Dans le suivi des leucémies aigués, la CMF peut quantifier avec précision les
cellules leucémiques résiduelles, de distinguer les cellules apoptotiques et de fournir
un apercu sur I'état des cellules hématopoiétiques normales dans I'échantillon [16].

La stratégie de la détection de la MRD est parfois limitée, certaines LA ne
présentant pas la combinaison antigénique spécifique permettant de les différencier
d’une sous-population cellulaire normale. De plus, des changements dans le
phénotype des cellules leucémiques peuvent apparaitre au moment de la rechute,

gue ce soit dans les LAL, ou plus fréquemment dans les LAM [7].
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Figure 2: Les différences dans l'expression phénotypique entre LAL et LAM [20].
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L’identification des cellules leucémiques résiduelles par CMF repose sur la mise

en évidence de leurs caractéristiques phénotypiques, ceci en utilisant des

combinaisons immunophénotypiques [17].
Les cellules leucémiques peuvent exprimer des marqueurs normaux de

différenciation ou exprimer des marqueurs aberrants. Ces caractéristiques

correspondantes aux profils immunophénotypiques associés aux leucémies ou LAIP
(Leukemia associated immunophentypic patterns) pour suivre la MRD, il suffit de
rechercher les cellules présentant un LAIP [18].

Dans les LAM, les cellules présentant un LAIP ont une fréquence de 10-4, qui
est compatible avec la sensibilit¢ pour la détection de la MRD. Actuellement,

I'utilisation de plusieurs combinaisons d’AC a permis de définir un seuil pronostique

de 10-3 (figure 3) .

L’utilisation de la PCR est plus préconisée dans le cas des LAM [19].
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Figure 3 : Protocole pour la détection de la MRD par CMF [20].
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Figure 4: Suivi de la cinétique de disparition de leucémie aigué par cytométrie en flux
[20].

Dans les LA, la recherche de la maladie résiduelle doit étre un examen qui entre
dans les stratégies de prise en charge thérapeutique. Le seuil de 10-2 cellules

malignes constitue un facteur de mauvais pronostic [19].
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Tableau V: Les combinaisons immunophénotypiques utilisées pour I’étude de la MRD

dans LAL [21].

LAL Phénotypes Fréquence (%)

CD19/CD34/CD10/TdT 30-50
CD19/CD34/CD10/CD22 20-30
CD19/CD34/CD10/CD38 30-50
CD19/CD34/CD10/CD45 30-50
CD19/CD34/CD10/CD13 10-20

Lignée B CD19/CD34/CD10/CD15 5-10
CD19/CD34/CD10/CD33 5-10
CD19/CD34/CD10CD65 5-10
CD19/CD34/CD10/CD21 5-10
CDI19/CD34/CD10/CD56 5-10
CD19/CD34/CD10/KORSA3544 10-20
CD19/CD34/TdT/cytoplasmic p 10-20

CD19/7.1 3-5

CD19/p53 3-5
Lignée T TdT/CD3 90-95
CD34/CD3 30-50
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Tableau VI: Les combinaisons immunophénotypiques utilisées pour la détection de la
MRD dans les LAM [21].

Phénotypes Fréquence (%)

CDI13/CD33/CD34/CDI11b 10-15
CDI13/CD33/CD34/CD65 10-20
CDI13/CD33/CD34/CD15 10-20
CD13/CD33/CD34/CD56 10-15
CDI13/CD33/CD34/CD38 10-15
CD33/CD34/CD117/CD13 20-40
CD33/CD34/CD117/CD15 20-40
CD33/CD34/CD117/HLA-DR 10-15
CD33/CD34/CDI117/CDI11b 10-20
CDI13/CD33/CD34/CD19 5-10
CDI13/CD33/CD34/CD2 5-10
CDI13/CD33/CD34/CD7 10-20
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CONCLUSION
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En raison de son intérét clinique et des informations déterminantes qu’elle
apporte, la CMF a été massivement développée et s’est imposée comme une méthode

de diagnostic utilisé en routine hématologique.

Le phénotypage par la CMF est devenu un élément indispensable au diagnostic

et au suivi des leucémies aigués.

L'introduction du marqueur CD45 a été un progres assez considérable,
notamment dans I’étude des LAM, pour améliorer le repérage des blastes et analyser
les éléments myéloides plus différenciés. La CMF peut étre également utilisé pour

suivre I'évolution des patients sous traitement.

L'étude de la maladie résiduelle, évaluée sur la présence de blastes au
phénotype aberrant, sera un des éléments importants pris en compte dans
I'élaboration des futurs protocoles thérapeutiques. Cette revue de la littérature doit
étre suivie par d’autres études pour prouver le role primordial de la CMF dans la
classification, pronostic, diagnostic, et le suivi des leucémies aigués dans notre

contexte.
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RESUME :

La cytométrie en flux (CMF) est une technique quantitative et tres sensible. Elle
s’ adapte a l'analyse des populations cellulaires complexes. Elle joue un role
important dans le diagnostic des LAL ou elle permet I'identification de la lignée en

cause Bou T.

La CMF est la seule technique qui permet de définir des entités rares : LAMO,
LAMG6, LAM7,et aussi leucémies aigués biphénotypiques qui sont difficiles a détecter,

ainsi que la mise en évidence des expressions aberrantes de certains marqueurs.

La quantification de la maladie résiduelle par CMF apporte en pratique clinique
des données prédictives sur I’évolution et le pronostic des patients (rechute ou

longue survie).

L’objectif de notre travail est de montrer I'intérét de la CMF dans la détection de

la maladie résiduelle dans I’évolution et le suivi des leucémies aigués.

Mots clés : Cytométrie en flux- Leucémie aigué- Diagnostic- Maladie résiduelle
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